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созревания колбас постепенно отмирают, бактерии рода Proteus отмирают и не обнаруживаются в 
фарше к 30-му дню, а Е. соli − через 30 и более дней сушки. Как правило, в готовых созревших 
колбасах эти микроорганизмы, всегда отсутствуют. 
На изменение группового состава микрофлоры при созревании колбас существенное влияние 
оказывают антагонистические взаимоотношения различных микроорганизмов. Многие штаммы 
Lactobacillus plantarun, Lactobacillus breve, Pediococcus cerevisiae и других молочнокислых бакте-
рий, выделяемые из сырокопченых колбас, обладают выраженным антагонизмом в отношении 
тест-культур Е. соli и Proteus vulgaris, гнилостных аэробных бацилл (Bacillus subtilis и др.) стафи-
лококков. 
Таким образом, в результате исследований было установлено, что в готовых созревших колба-
сах микроорганизмы, как правило, всегда отсутствуют и колбасные изделия, отвечают требовани-
ям ГОСТа. 
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Введение. Протеолитические ферменты широко применяются в различных отраслях пищевой 
промышленности. Однако в последнее время крупномасштабное производство ферментов живот-
ного происхождения сталкивается с большими трудностями из-за ограничения сырьевой базы. По-
этому поиск новых продуцентов протеиназ является актуальной проблемой для биотехнологиче-
ского производства. Одной из перспективных групп являются базидиальные грибы, среди которых 
имеются активные продуценты молокосвертывающих протеиназ. Так, в культуральном фильтрате 
вешенки обыкновенной обнаружены протеиназы, способные створаживать молоко [3, с.114]. Дан-
ный вид гриба выращивается по всему миру, не токсичен, а его плодовые тела перспективны для 
всестороннего исследования, поскольку являются относительно дешевым и удобным сырьем для 
получения ферментных препаратов. В настоящее время проводится активный поиск подходов для 
получения сычужных ферментов, способных обеспечить лучший выход продукта и высокую 
ферментативную активность. Выделение, очистка и изучение свойств этих грибных энзимов яв-
ляется необходимым вектором не только для современной биотехнологии как науки, но является 
важным и для пищевой промышленности. Производство и внедрение отечественных ферментных 
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препаратов грибного происхождения в различные отрасли промышленности заметно сократит 
расходы на приобретение таковых за рубежом. Целью нашей работы является разработка первич-
ных методов очистки сычужных ферментов культуральной жидкости и экстракта мицелия 
Pleurotus ostreatus.  
Материалы и методы исследований. Эксперименты выполнены на «диком» штамме P. 
ostreatus. В ходе исследований использовали картофельно-сахарозную среду. Инокулюм вводили 
в виде фрагментов ковра сток-культуры мицелия площадью 1 см2. Культивировали в течение 14 
дней в темноте при температуре 27 °С на шейкере модели WiseShakeSHO (Корея) при 70 об/мин. 
По окончании инкубации отбирали культуральную жидкость и замораживали. Мицелий экстраги-
ровали дистиллированной водой, гомогенизировали, центрифугировали и отбирали надосадочную 
жидкость.  
Концентрацию белка определяли спектрофотометрическим методом [1, с.847]. 
Молокосвертывающую активность (МСА) определяли по общепринятой методике, описанной в 
работе [4]. Активность препарата оценивали по времени образования плотного молочного сгустка. 
За единицу МСА принимали количество фермента, которое сворачивает 100 мл молока за 40 мин 
при 35 °С [4].  
Общую протеолитическую активность (ПА) определяли по лизису желатина в тонком слое ага-
рового геля. Объем образца, наносимого на белок-агаровые пластины составлял 10 мкл. Актив-
ность препарата рассчитывали, измеряя площадь белок-агаровых пластин с гидролизованным суб-
стратом вокруг каждой лунки. За 1 единицу активности (Е) фермента принимали такую актив-
ность, которая обусловливает гидролиз субстрата на участке геля размеров 1 см2 [2]. 
Для очистки сычужных ферментов из культуральной жидкости применялся метод высаливания 
с использованием разных солей: сульфата аммония и хлорида натрия. Для удаления соли приме-
нялся метод диализа. 
Результаты исследований и их обсуждение.  
Нами подобраны условия для высаливания ферментов, обладающих МСА. Наилучший резуль-
тат дало полное насыщение раствора хлоридом натрия, температура 4 оС, рН 4,7, перемешивание 
60 об/мин и 12 ч. Условия диализа были установлены экспериментально: температура 4 оС, пере-
мешивание 60 об/мин и 20 ч. Для этих этапов очистки был подобран оптимальный буферный рас-
твор: 0,1 М ацетатный буфер рН 4,7. При данном значении рН полностью сохраняется активность 
ферментов. Первый этап очистки ферментного препарата из культуральной жидкости позволил 
сохранить практически всю исходную молокосвертывающую активность, что показано в таблице 
1.  
 
Таблица 1 – Очистка молокосвертывающих ферментов культуральной жидкости P. ostreatus мето-
дом осаждения хлоридом натрия 
 
Фракция 
Объем, 
мл 
Белок 
мг/мл 
МСА во 
фракции, 
ед/мл 
Общая 
МСА 
Удельная 
МСА 
Степень 
очистки 
Культуральная жидкость 200 0,185 5 1000 27 1 
Осаждение хлоридом 
натрия 
50 0,22 5 250 22,7 0,84 
 
Активность протеолитических ферментов также была сохранена (таб.2) 
 
Таблица 2 – Очистка протеолитических ферментов культуральной жидкости P. ostreatus методом 
осаждения хлоридом натрия 
 
Фракция 
Объем, 
мл 
Белок 
мг/мл 
ПА во фрак-
ции, ед/мл 
Общая 
ПА 
Удельная 
ПА 
Степень 
очистки 
Культуральная 
жидкость 
200 0,185 16,4 3280 88,65 1 
Осаждение хлори-
дом натрия 
50 0,22 15,2 760 69,1 0,78 
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В наших экспериментах экстракт мицелия обладал незначительной молокосвертывающей ак-
тивностью, которая не сохранилась при первичной очистке. Однако, протеолитическую актив-
ность удалось сохранить практически полностью, что видно из таблицы 3.  
 
Таблица 3 – Начальные этапы очистки протеолитических ферментов экстракта мицелия P. 
Ostreatus 
 
Фракция 
Объем, 
мл 
Белок 
мг/мл 
ПА во фрак-
ции, ед/мл 
Общая 
ПА 
Удельная 
ПА 
Степень 
очистки 
Экстракт мицелия 200 1,05 21,5 4300 20,48 1 
Осаждение  
хлоридом натрия 
50 1,18 22,9 1145 19,4 0,947 
 
В дальнейшем ферментный препарат из P. ostreatus будет сконцентрирован методом лиофиль-
ного высушивания и очищен методом ионообменной хроматографии.  
Заключение. Были подобраны условия начального этапа очистки ферментных препаратов из 
культуральной жидкости и экстракта мицелия P. ostreatus, которые позволили сохранить молоко-
свертывающую активность в очищенном препарате.  
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Протеолиз является одним из генеральных механизмов биохимической регуляции в жизнедея-
тельности практически всех организмов, а также участвует в инициации или проявлении всех ос-
новных патологических процессов [1]. Направленная регуляция протеолиза составляет одну из 
важных проблем ряда современных химических, биологических и медицинских наук.  
Среди реакций протеолиза в последние десятилетия пристальное внимание привлекает воздей-
ствие на активность аспартильной протеиназы вируса иммунодефицита человека (EC 3.4.23.16), 
которая является по структуре чрезвычайно близкой к пепсину желудка (EC 3.4.23.1) [2]. В по-
следнее десятилетие ведется интенсивный поиск специфических ингибиторов этой протеиназы. 
Одним из направлений было создание квазисубстратов пептидной природы [3]. 
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